(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propria 

Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication Internationale 
29 janvier 2004 (29.01.2004) 




PCT 



(10) Numero de publication internationale 

WO 2004/008952 Al 



(51) Classification internationale des brevets 7 : A61B 5/00, 
G02B 21/00, 23/24, 23/26 

(21) Numero de la demande internationale : 

PCT/FR2003/002196 

(22) Date de depot international: 11 juillet 2003 (1 1.07.2003) 

(25) Langue de depot : francais 

(26) Langue de publication : francais 

(30) Donnees relatives a la priorite : 

02/09099 18 juillet 2002 (18.07.2002) FR 

03/02972 ll mars 2003 (1 1.03.2003) FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US) : 
MAUNA KEA TECHNOLOGIES [FR/FR]; 9, rue 
d'Enghien, F-75010 Paris (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US seulement) : GENET, 
Magalie [FR/FR]; 2, square Anne Franck, F-78280 
Guyancourt (FR). VIELLEROBE, Bertrand [FR/FR]; 
8, rue d'Estienne d'Orves, F-94300 Vincennes (FR). 
BERIER, Frederic [FR/FR]; 66, rue de Strasbourg, 
F-92400 Courbevoie (FR). CLADE, Sophie [FR/FR]; 14, 
rue Perrichont, F-75016 Paris (FR). 



[Suite sur la page suiyantej, 



(54) Title: METHOD AND EQUIPMENT FOR FIBER OPTIC HIGH-RESOLUTION, IN PARTICULAR CONFOCAL, FLUO- 
RESCENCE IMAGING 

(54) Titre : PROCEDE ET APPAREILLAGE D'IMAGERIE DE FLUORESCENCE HAUTE RESOLUTION PAR FIBRE OP- 
TIQUE ET NOTAMMENT D'IMAGERIE CONFOCALE 





21 






22 

24 | 






20 


23-^ 





ID 
00 



o 




(57) Abstract!. The invention concerns a method using 
an image guide consisting of several thousands of optical 
fibers, an excitation signal being emitted by a source, 
deflected and injected by turns into the optical fibers of 
said guide, each excitation point of the tissue in the fiber 
output emitting in return a fluorescence signal collected 
by said fiber, then detected and digitized to form an image 
element. According to a first aspect of the invention, the 
method provides for the focussing of the beam in the fiber 
output to excite a subsurface plane to produce a confocal 
image. According to a second aspect, the method provides 
for the production of a divergent beam in the fiber output 
capable of exciting a micro-volume of the tissue from the 
surface. The invention is characterized in that the method 
consists in deflecting the excitation signal at a speed 
corresponding to acquisition of a number of images ; per 
second sufficient for real time use and 'in detecting the 
fluorescence signal at a detecting frequency corresponding 
to a minimum frequency for sampling the fibers one by 
one. The invention enables in vivo, in situ and real time 
imaging. 

(57) Abrcge : Le procede utilise un guide d* image fait de 
plusieurs milliers de fibres optiques, un signal d' excitation 
etant emis par une source, devie et injecte tout a tour dans 
Tune des fibres dudit guide, chaque point d' excitation du 
tissu en sortie de fibre dmettant en retour un signal de fluo- 
rescence collects par ladite fibre, puis detecte" et numeris£ 
pour former un Element d'image. Selon un premier aspect, 
le procede prevoit la 

[Suite sur la page suivantej 
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localisation du faisceau en sortie de fibre pour exciter un plant subsurfacique et realiser une image confocale. Selon un second aspect 
le precede prevoit de produire un faisceau divergent en sortie de fibre susceptible d'exciter un microvolume du tissu depuis la surface. 
Selon l'invention, le precede est caracterise en ce que Ton devie le signal d'excitation a une vitesse correspondant a l'acquisition 
d'un nombre d'images par seconde suffisant pour une utilisation en temps reel et en ce que Ton detecte le signal de fluorescence a 
une frequence de detection correspondant a une frequence minimale d'echantillonnage des fibres une a une. Grace a l'invention, on 
peut realiser une image in vivo in situ et en temps reel. 
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PROCEDE ET APPAREILLAGE D' IMAGERIE DE FLUORESCENCE HAUTE RESOLUTION PAR FIBRE 
OPTIQUE ET NOTAMMENT D' IMAGERIE CONFOCALE 



La presente invention concerne un procede et un appareillage 
5 d'imagerie de fluorescence fibree haute resolution, notamment confocale. Le 
domaine duplication vise est plus particulierement celui de I'imagerie in 
vivo et in situ. 

La fluorescence observee peut provenir d'un compose exogene 
(typiquement un marqueur injecte) ou endogene (present dans la cellule) 
10 d'un tissu biologique. 

Plus particulierement, le procede d'imagerie confocale selon 
Tinvention est du type consistant a balayer point par point un tissu dans un 
plan subsurfacique, chaque point correspondant a un signal d'excitation 
emis par une source continue, devie et injecte tour a tour dans une fibre 
15 optique d'un faisceau de fibres optiques, puis focalise a la sortie de ladite 
fibre dans ledit plan, chaque point emettant en retour un signal de 
fluorescence collecte par ladite fibre optique, puis detecte et numerise pour 
former un element d'image. 

Le caractere confocal est obtenu en utilisant le meme chemin optique, 
20 notamment la meme fibre optique servant de filtrage spatial, pour 
transporter le signal d'excitation et le signal de fluorescence emis en 
reaction, et en utilisant un systeme optique permettant de conjuguer le point 
de focalisation dans le tissu avec ladite fibre optique. 

L'appareillage d'imagerie confocale correspondant comprend le 
25 faisceau de fibres optiques souples (appele couramment guide d'image) 
avec, § son extremite proximale : 

- la source emettant en continu ou en mode pulse a la longueur 
d'onde d'excitation d'un ou plusieurs fluorophores cibles, typiquement une 
source laser ; 

30 - des moyens de balayage rapide dans le temps du faisceau 

d'excitation produit par la source en lignes et en colonnes dans un plan XY 
correspondant a la section d'entree du guide d'image ; 
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des rnoyens dMnjection du faisceau d'excitation dans Tune des 

fibres optiques ; 

des moyens de detection du signal de fluorescence ; et 
des moyens de commande, notamment des moyens de baiayage. 
5 Des moyens etant en outre prevus pour permettre la realisation et la 

visualisation d'une image a partir des signaux d&tectes successivement sur 

chaque fibre. 

A I'extremite distale du guide d'image, se trouve une tete optique, 
destinee a etre mise en contact avec le tissu observe, permettant de 
10 focaliser le faisceau d'excitation a une profondeur donnee (quelques dizaines 
de fjm) et done de realiser une image subsurfacique. 

En pratique, ce type d'appareillage presente notamment les avantages 
suivants : 

- du cote distal du guide d'image se trouve uniquement une optique de 
15 focalisation, qui est moins fragile et moins couteuse qu'une t§te optique 

integrant des moyens de baiayage, le remplacement de la tete optique 
pouvant etre envisage indSpendamment des moyens de baiayage ; par 
ailleurs la tete est miniaturisable, ce qui presente un interet en endoscopie 
et 6galement, d'une maniere generate, pour augmenter la precision de 
20 positionnement ; 

- un guide d'image fait de fibres optiques souples, sert de bras d'acces au 

■ 

site a observer, ce qui est important pour une application in situ. 

Dans I'etat de la technique, on a decrit les procedes et appareillages 
de fluorescence suivants. 

25 Dans un article paru dans "Applied Optics", Vol.38, No. 34, 

decembre 1999, pages 7133-7144, est presente un micro-endoscope 
confocal mettant en oeuvre un faisceau de fibres optiques souples muni a 
son extremite distale d'une tete optique miniature de focalisation ; il est 
prevu de balayer le faisceau de fibres optiques en lignes, Tappareillage 

30 comprenant une fente de detection ainsi qu'un detecteur lineaire CCD de 
type a transfert de charges. Un appareillage de ce type permet d'obtenir 4 
images/s, ce qui est trop lent pour une imagerie in situ tributaire des bouges 
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du sujet et de I'operateur. Par ailleurs, le fait de balayer en lignes et non 
point par point degrade le caractere confocal et conduit a une image moins 
bien resolue. 

Dans un article paru dans "Optics Communications", 188 (2001), 
5 pages 267-273, est prSsente le couplage d'un microscope confocal de table 
a balayage laser avec un faisceau de fibres optiques souples muni a son 
extremite distale d'une tete optique miniature. Le but recherch6 est de 
rendre le microscope compatible avec un endoscope. Le balayage est realise 
fibre a fibre mais le microscope de table utilise est de conception classique, 

10 concu pour visualiser un echantillon fixe sans soucis du temps d'obtention 
d'une image. Un temps de pose de 2 secondes est avance dans cet article, 
beaucoup trop long pour une imagerie in situ, en temps reel. 

La presente invention a pour but de proposer un proced6 et un 
appareillage d'imagerie de fluorescence fibree haute resolution, notamment 

15 confocale, du type utilisant un guide d'image fait de fibres optiques 
balayees une a une par un faisceau d'excitation emis en continu, lesdits 
procede et appareillage permettant la visualisation en temps reel d'un site in 
vivo in situ, c'est-a-dire capable de fournir un nombre suffisant damages 
point a point par seconde sans etre tributaire des bouges du sujet et du 

20 praticien pour permettre notamment un examen assez rapide. 

La presente invention a egalement pour objet de proposer un procede 
et un appareillage qui, d'une maniere generate, optimisent la qualite de 
chaque image afin notamment d'obtenir une excellente resolution laterale et 
axiale. 

25 Selon un premier aspect de I'invention, il est proposejjn procede pour 

realiser une image confocale de fluorescence in vivo in situ, le procede 
utilisant un guide d'image fait de plusieurs miiliers de fibres optiques et 
consistant a balayer point par point un tissu dans un plan subsurfacique, 
chaque point correspondant a un signal d'excitation emis par une source 

30 continue, d6vie et injecte dans Tune des fibres optiques dudit faisceau puis 
focalisS a la sortie de ladite fibre dans ledit plan, chaque point emettant en 
retour un signal de fluorescence collecte par ladite fibre optique, puis 
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detecte et numerisg pour former un element d'image, caracterisd en ce que 
Ton devie !e signal d 'excitation a une vitesse correspondant a I'acquisition 
d'un nombre d'images par seconde suffisant pour une utilisation en temps 
reel et en ce que I'on detecte le signal de fluorescence a une frequence de 
5 detection correspondant a une frequence minimale d'echantillonnage des 
fibres une a une. 

Selon un second aspect de I'invention, il est propose un procede pour 
realiser une image de fluorescence haute resolution a I'aide d'un guide 
d'image fait de plusieurs milliers de fibres optiques, un signal d'excitation 

1 0 etant emis par une source continue, devie et injecte tour a tour dans I'une 
des fibres optiques dudit guide d'image et un signal de fluorescence emis en 
reaction etant collects par la m§me fibre optique que celle utilisee pour 
I'excitation, puis detect^ et numeris<§ pour former un element d'image, 
caracterise en ce que I'extremite des fibres est destinee a etre placee a nue 

1 5 directement en contact de la surface du tissu a imager, chaque fibre etant 
adaptee a produire un faisceau divergent susceptible d'exciter un micro- 
volume du tissu situ§ de la surface jusqu'a une profondeur maximale 
dependante notamment du diametre de coeur des fibres optiques et en ce 
que Ton devie le signal d'excitation a une vitesse correspondant a 

20 I'acquisition d'un nombre d'images par seconde suffisant pour une 
utilisation en temps reel et en ce que I'on detecte le signal de fluorescence a 
une frequence de detection correspondant a une frequence minimale 
d'echantillonnage des fibres une a une. 

Ce procede se difference done du procede selon le premier aspect en 

25 ce qu'il ne prevoit pas le balayage d'un signal qui est focalise en sortie de 
chaque fibre mais le balayage d'un signal divergent en sortie de chaque 
fibre. La non focalisation du signal en sortie de fibre permet d'obtenir des 
images d'un volume situe juste sous la surface du tissu qui sont exploitables 
et interessantes d'un point de vue medical notamment. Ces images ne sont 

30 pas « confocales » car elles ne proviennent pas d'un plan de coupe 
subsurfacique balay<§ point a point, mais des images que I'on peut toutefois 
qualifier de « hautement resolues » car provenant du balayage tour a tour de 
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microvolumes situes directement sous la surface et d'un filtrage spatial du 
signal de fluorescence emis par chaque microvolume par la meme fibre que 
celle ayant servie a I'excitation. Le principal avantage d'un tel appareillage 
reside dans le fait que pour une application endoscopique, le diametre de la 
5 sonde endoscopique peut §tre trSs petit dependant uniquement du diamfctre 
du guide d'image et done de son nombre de fibres optiques. Cela permet 
d'envisager des domaines duplications, comme par exemple le domaine de 
la neurologie, ou la taille de la sonde endoscopique est un facteur critique en 
s'affranchissant des problemes inherents a la miniaturisation de la tete 

10 optique de focalisation. 

La presente invention propose une solution pour realiser une image in 
vivo in situ en temps r6el, que ce soit pour un procede avec ou sans 
focalisation en sortie de fibre, [/invention est basee sur le respect de 
Techantillonnage des fibres (selon le critere de Shannon) qui permet 

15 d'obtenir et de reconstruire une image point a point correspondant bien a 
chaque fibre. Cela permet de ne pas perdre d'information en echantillonnant 
I'ensemble des fibres une a une tout en respectant un nombre moyen 
minimal d'images par seconde, a savoir en pratique au minimum 1 2 images 
par secondes pour un mode maximal de 640 x 640 pixels. Le choix de la 

20 frequence de detection (bande passante du d6tecteur) en fonction de cet 
echantillonnage minimal permet ensuite pour chaque fibre de detecter le 
plus grand nombre possible de photons de fluorescence. 

Ainsi, selon un mode de realisation possible, mettant en oeuvre un 
guide d'image d'environ 30 000 fibres optiques souples, la frequence 

25 d'echantillonnage et la bande passante du systeme de detection (une 
photodiode a avalanche ou equivalent) sont fixes sensiblement a 1,5 MHz, 
correspondant environ a 12 pixels par fibre, permettant alors d'obtenir au 
minimum les 1 2 images/s en mode maximal 640 x 640 pixels. 

En pratique, selon un mode de realisation avantageux, permettant un 

30 balayage rapide approprie des fibres pour obtenir une image en temps reel, 
la deviation du faisceau est reglee en determinant une frequence de 
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resonance rapide d'un miroir r^sonnant « ligne » et une frequence de 
resonance lente d'un miroir galvanometrique « trame ». 

Selon Tinvention, la duree de detection d'un flux en provenance d'une 
fibre est Iimit6e dans le temps et tres courte pour respecter Tacquisition 
5 d'une image en temps reel. Selon Tinvention, on a done en outre prevu des 
moyens d'optimisation pour collecter et detecter le maximum de flux en 
provenance de Techantillon pendant cette duree de detection limitee, 
notamment : 

- on utilise des moyens optiques de deviation, d'injection, le cas 
10 ech6ant de focalisation et de detection presentant un degre d'achromaticit6 

dependant de Tecart en longueur d'onde entre la longueur d'onde 
d'excitation et la longueur d'onde maximale de fluorescence, ainsi que de la 
largeur spectrale du signal de fluorescence 6mis ; cela permet 
avantageusement d'optimiser le flux de fluorescence collecte sur toute la 
15 bande spectrale de fluorescence emise ; 

- on choisit, le cas echeant, une ouverture numerique de Toptique de 
focalisation sur le tissu comprise sensiblement entre 0,5 et 1, permettant 
d'obtenir un bon compromis entre la taille de champ et la quantite de 
photons collects ; et 

20 - on choisit un detecteur ayant une efficacite quantique aux longueurs 

d'ondes de fluorescence a detecter d'au moins 50%. 

Selon Tinvention, le traitement d'image realise ensuite sur le flux 

4 

detecte est egalement optimist, pour obtenir une image de tres bonne 
qualite a partir de ce flux limite de photons detect^. Cette optimisation est 
25 r6alisee de la maniere suivante. 

Une serie d'etapes est realisee prealablement a Tacquisition dMmages 
en temps r£el : 

- une etape de detection de Templacement de chaque fibre d'un 
ensemble choisi de fibres destines a etre utilisees (soit Tensemble 

30 du guide d'image soit un sous-ensemble choisi) ; cette etape est a 

r^aliser au moins a chaque changement de guide d'image ; 
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- une 6tape de calibration du taux d f injection dans chaque fibre, 
c'est a dire de definition d'un taux d'injection propre a chaque 
fibre ; et 

- une etape de detection de rimage de fond (sans echantillon). 

5 En fonctionnement, ('optimisation du traitement d'image comprend 

notamment les Stapes consistant, apres numerisation du signal d^tecte : 

- a definir le flux reel collecte par chaque fibre c'est-a-dire ne 
provenant que de I'echantillon, apres correction en fonction du taux 
d'injection propre de la fibre et de la soustraction de 1'image du fond, de 

1 0 maniSre & obtenir un signal corrige; 

- puis a effectuer une reconstruction de rimage a partir de ce signal 
corrige, avec pour but notamment de transformer une image pr^sentant une 
mosaTque de fibres en une image sans fibres apparentes. 

Selon Tinvention, ces deux dernieres etapes doivent etre realisables 
15 en temps reel. Pour ce qui est de la correction du signal, celle-ci peut se 
faire en temps reel grace a un traitement adapte a la structure du signal 
observe et un algorithme optimise. Pour ce qui est de la reconstruction de 
rimage, elle peut se faire grace au choix d'un nombre d'operations par pixel 
realisables en temps reel permettant d'obtenir le resultat recherche en terme 
20 de quality d'image. Un filtrage passe-bas Gaussien represente un bon 
compromis entre la complexite du traitement, la qualite du resultat et le 
temps de calcul. 

Pour gagner du temps et augmenter la complexite du traitement 
correspondant a la reconstruction de rimage, on peut aussi augmenter la 
25 capacite de traitement du materiel, par exemple en utilisant une carte de 
traitement specifique et/ou une architecture parallele comme un 
multiprocesseur. 

La presente invention propose egalement un appareillage permettant 
la mise en oeuvre du procede selon le premier aspect defini ci-dessus, 
30 comprenant : 

- le guide d'image ; 
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- la source emettant en continu a la longueur d'onde d'excitation d'au moins 
un fluorophore cible, 

- des moyens de balayage rapide et d'injection fibre a fibre dans le temps du 
faisceau d'excitation produit par la source en lignes et en colonnes dans un 

5 plan XY correspondant a la section d'entree du guide d'image ; 

des moyens de separation de la longueur d'onde d'excitation et des 
longueurs d'onde de fluorescence ; 

- des moyens de detection du signal de fluorescence ; et 

* 

- des moyens de traitement du signal detecte permettant la realisation d'une 
10 image ; 

a I'extremite distale etant menagee une tete optique, destinee a etre mise 
en contact avec le tissu observe, permettant de focaliser le faisceau 
d'excitation. 

L'appareillage est caracterise en ce que : 
15 - les moyens de balayage sont adaptes a deplacer le faisceau 

d'excitation a une vitesse correspondant a I'obtention d'une image en temps 
reel ; et 

- les moyens de detection presentent une bande passante dont la 
frequence est fixee en fonction de la frequence minimale d'echantillonnage 
20 des fibres une a une. 

La presente invention propose egalement un appareillage pour la mise 
en oeuvre du procede selon le second aspect, comprenant : 

- le guide d'image ; 

- la source emettant en continu a la longueur d'onde d'excitation d'au moins 
25 un fluorophore cible, 

- des moyens de balayage et d'injection fibre apres fibre du faisceau 
d'excitation produit par la source dans un plan XY correspondant a la 
section d'entree du guide d'image ; 

des moyens de separation de la longueur d'onde d'excitation et des 
30 longueurs d'onde de fluorescence ; 

- des moyens de detection du signal de fluorescence ; et 
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- des nnoyens de traitement du signal detects permettant la realisation d'une 
image ; 

caracterise en ce que I'extremite de chaque fibre est adaptee a produire un 
faisceau qui est divergent et est destinee a etre plac6e a nue directement au 
5 contact de la surface du tissu § observer ; 

et en ce que les moyens de balayage sont adaptes a deplacer le faisceau 
d'excitation a une vitesse correspondent a I'obtention d'une image en temps 
reel et les moyens de detection presentent une bande passante dont la 
frequence est fixee en fonction de la frequence minimale d'echantillonnage 
10 des fibres une a une. 

La presente invention sera mieux comprise et d'autres avantages 
apparaTtront a la lumiere de la description qui va suivre d'un exemple de 
realisation, description faite en reference aux dessins annexes sur lesquels : 

- la figure 1 represente schematiquement un exemple de realisation 
1 5 d'appareillage d'imagerie confocale de fluorescence comprenant une tete de 

focalisation ; 

- la figure 2 est un schema fonctionnel de I'appareillage de la figure 1 ; 

- la figure 3 represente schematiquement un exemple de realisation 
d'appareillage d'imagerie de fluororescence haute resolution ; et 

20 - la figure 4 est un schema fonction de I'appareillage de la figure 3. 

Selon Texemple choisi et represente sur les figures 1 et 2, 
I'appareillage comporte : 

- une source lumineuse 1 ; 

- des moyens 2 de mise en forme du faisceau d'excitation ; 
25 - des moyens 3 de separation de longueurs d'onde ; 

- des moyens 4 de balayage ; 

- des moyens 5 dMnjection de faisceau ; 

- un guide d'image 6 constitue de fibres optiques souples ; 

- une tete optique de focalisation 7 ; 

30 - des moyens 8 de rejection du faisceau d'excitation ; 

- des moyens 9 de focalisation du signal de fluorescence ; 

- des moyens 10 de filtrage spatial du signal de fluorescence ; 
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- des moyens 1 1 de detection du signal de fluorescence ; et 

- des moyens 12 de traitement Slectronique et informatique du 
signal de fluorescence detect^ et de visualisation. 

Ces differents elements sont detailles ci-apres. 
5 La source lumineuse 1 est un laser emettant a une longueur d'onde 

d'excitation permettant d'exciter une grande gamme de fluorophores, par 
exemple 488 nm. Pour optimiser ('injection dans Tune des fibres du guide 
d'image 6, le faisceau d'excitation est circulaire pour pouvoir injecter une 
fibre de section egalement circulaire et, pour optimiser le taux d'injection, le 

10 laser est de preference monomode longitudinal pour presenter le meilleur 
front d'onde possible pour I'injection dans une fibre optique faiblement 
multimode. Le laser emet de maniere continue ou de maniere pulsee, et de 
maniere stable (bruit le plus faible possible, <1%). La puissance en sortie 
disponible est de I'ordre de 20mW. A titre d'exemples, on peut utiliser un 

1 5 laser a puits quantiques (VCSEL), un laser solide pornpe par diode, une 
diode laser ou encore un laser a gaz tel que I'Argon. 

En sortie de la source 1 , sont places les moyens 2 de mise en forme 
du faisceau laser d'excitation. Us sont constitues d'un systeme optique 
afocal de grandissement different de 1, compose de deux lentilles L1 et L2 

20 qui permettent de modifier le diametre du faisceau laser. Le grandissement 
est calcule de sorte que le diametre du faisceau soit adapte aux moyens 
d'injection 5 dans une fibre. 

Le faisceau laser d'excitation remis en forme est ensuite dirige vers 
les moyens 3 prevus pour separer les longueurs d'ondes d'excitation et de 

25 fluorescence. II s'agit par exemple d'un filtre dichroTque ayant une efficacite 
de transmission de 98 a 99 % de la longueur d'onde d'excitation et qui 
reflechit done sensiblement les autres longueurs d'onde. Le signal de 
fluorescence, empruntant au retour le meme chemin optique que le signal 
d'excitation (caractere confocal), sera ainsi envoye pratiquement totalement 

30 vers la voie de detection (8-11). Les moyens de rejection 8 places sur la 
voie de detection servent a eliminer totalement les 1 a 2 % de reflexions 
parasites a la longueur d'onde d'excitation 488 nm qui passent vers la voie 
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de detection (par exemple un filtre de rejection a 488 nm, un filtre passe 
bande ne permettant par exemple qu'une transmission entre 500 et 600nm, 
ou un filtre passe-haut qui permet une transmission au dessus de 500 nm). 
Les moyens de balayage 4 reprennent ensuite le faisceau d'excitation. 
5 Selon I'exemple choisi et represents sur la figure 1 , ces moyens 
comprennent un miroir M1 resonant a 4 KHz servant a devier le faisceau 
horizontalement et done a realiser les lignes de I'image, d'un miroir M2 
galvanom6trique a 15 Hz servant a devier le faisceau verticalement et done 
a realiser la trame de I'image ; et de deux systemes afocaux de 

10 grandissement unitaire, AF1 situe entre les deux miroirs et AF2 situe apres 
le miroir M2, ces systemes afocaux etant utilises pour conjuguer les plans 
de rotation des deux miroirs M1 et M2 avec le plan d'injection dans Tune 
des fibres. Selon I'invention, la vitesse de balayage est determinee pour 
permettre une observation des tissus in vivo in situ en temps reel. Pour cela, 

15 le balayage doit etre suffisamment rapide pour qu'il y ait au moins 12 
images / s affichees a I'ecran pour un mode d'affichage de 640 x 640 pixels 
correspondant au mode le plus lent. Pour les modes d'affichage ayant moins 
de pixels, le nombre d'images acquises par seconde sera ainsi toujours 
superieur a 12 images / s. En variante, les moyens de balayage peuvent 

20 comprendre notamment un miroir rotatif, des composants integres de type 
MEMs (miroirs de balayage X et Y), ou un systeme acousto-optique. 

Le faisceau d'excitation devie en sortie des moyens de balayage est 
dirige vers les moyens optiques 5 afin d'etre injecte dans Tune des fibres du 
guide d'image 6. Ces moyens 5 sont constitues ici de deux ensembles 

25 optiques E1 et E2. Le premier ensemble optique E1 permet de corriger en 
partie les aberrations optiques en bord de champ des moyens de balayage 
4, I'injection etant ainsi optimisee sur Tensemble du champ optique (au 
centre comme au bord). Le second ensemble optique E2 est destine a 
realiser Tinjection proprement dite. Sa focale et son ouverture numerique 

30 ont ete choisies pour optimiser le taux d'injection dans les fibres optiques 
du guide 6. Selon un mode de realisation permettant d'obtenir le critere 
d'achromaticite, le premier ensemble E1 est constitue d'un doublet de 
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lentilles achromatiques, et le second ensemble E2 de deux doublets de 
lentilles achromatiques suivi d'une lentille situee pres du guide d'image. En 
variante, cette optique d' injection pourrait etre constituee de tout autre type 
d'optiques standards, comme par exemple deux triplets, ou de lentilles a 
5 gradient d'indice ou bien d'un objectif de microscope (toutefois plus 
couteux), 

Le guide d'image 6 est constitue d'un tres grand nombre de fibres 
optiques souples (quelques dizaines de milliers), par exemple 
30 000 fibres de 2 //rn de diametre et espacSes de 3,3 //m. En pratique, on 

10 peut utiliser soit I'ensemble des fibres du guide d'image, soit un sous- 
ensemble choisi de ces fibres, par exemple centre. 

En sortie de la fibre optique, le faisceau laser d'excitation est focalise 
par la tete optique 7 dans 1'echantillon 13 en un point 14 situe & une 
profondeur donnee situee entre quelques dizaines de //m et une centaine de 

15 //m, par rapport a la surface 15 de 1'echantillon au contact de laquelle est 
destinee & etre placee la tete optique. Cette profondeur peut etre par 
exemple de 40 //m. La t§te optique permet done de focaliser le flux sortant 
du guide d'image dans 1'echantillon, mais egalement de collecter le flux de 
fluorescence revenant de 1'echantillon. La tete optique possede un 

20 grandissement de 2,4 et une ouverture numerique sur 1'echantillon de 0,5. 
Ces deux parametres sont choisis afin que le signal de retour se fasse 
uniquement dans la fibre optique ayant transmis le signal d 'excitation et non 
pas dans des fibres adjacentes et conserver ainsi le filtrage confocal a I'aide 
d'une fibre. Avec ces valeurs de grandissement et d'ouverture numerique, la 

25 resolution axiale est de I'ordre de 10 fjm et la resolution laterale de I'ordre 
de 1,4 jjm. L'ouverture numerique est egalement choisie de maniere a 
optimiser le nombre de photons recuperes qui doit etre le plus important 
possible. La tete optique peut etre constituee d'optiques classiques 
(doublet, triplet, aspherique) et/ou de lentilles a gradient d'indice (GRIN) 

30 et/ou de lentilles diffractives, presentant une qualite optique et un 
chromatisme adaptes a la confocalite, e'est k dire minimisant les aberrations 
optiques, qui entraTneraient sinon notamment des degradations sur la 
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profondeur de champ et par consequent sur la resolution axiale de 
I'appareillage. En fonctionnement, la tete optique est destinee a etre posee 
au contact de I'echantillon 13. Ce dernier est un tissu biologique ou une 
culture cellulaire. L'expression de la fluorescence est realisee soit par un 
fluorophore que Ton injecte (fluorescence system ique), soit par un 
fluorophore fabriquS par la cellule elle meme par modification d'un gene 
{fluorescence transgenique). Dans ces deux cas, le fluorophore re-emet des 
photons sur une bande spectrale plus ou moins grande pouvant aller d'une 
dizaine de nanometres a plus d'une centaine de nanometres. 

Sur la voie de detection, le signal de fluorescence, en sortie du filtre 
de rejection 8, est ensuite focalise par les moyens 9, constitues par 
exemple d'une lentille de detection, dans un trou de filtrage des moyens 10 
de filtrage spatial. La focale de la lentille de detection est calculee pour que 
le signal de fluorescence provenant d'une fibre soit de la taille ou 
legerement inferieure £ celle du trou de filtrage. Ce dernier permet de 
conserver la lumiere de fluorescence ne provenant que de la fibre illuminee 
par le faisceau incident. II permet de rejeter la lumiere qui aurait pu etre 
couplee dans les fibres adjacentes a celle qui est illuminee. La taille du trou 
est calculee pour que I'image d'une fibre s'y inscrive parfaitement. Ici, elle 
est de 20 //m. Par ailleurs, toujours dans un souci d'optimiser la quantite de 
photons traversant le trou de filtrage, et done le flux detecte, les moyens de 
balayage 4, les moyens d'injection 5, les moyens de focalisation 7 de la tete 
optique, et les moyens de detection 8, 9 et 10 sont adaptes au fluorophore 
detecte : ces moyens sont choisis pour etre suffisamment achromatiques 
pour collecter des photons sur la bande la plus large d'emission du 
fluorophore. 

Les moyens de detection 11 ont une sensibilite maximale aux 
longueurs d'onde de fluorescence £tudiees. On peut utiliser par exemple une 
photodiode a avalanches (APD) ou bien un photomultiplicateur. Par ailleurs, 
selon I'invention, la bande passante est choisie pour optimiser le temps 
d'integration du signal de fluorescence. Elle est de 1 ,5 MHz, ce qui 
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correspond a la frequence d'echantillonnage minimale du guide d'image 
avec un temps d'integration optimist sur chaque pixel. 

Les moyens electroniques et informatiques 12 de commande, 
d'analyse et de traitement numerique du signal detecte et de visualisation 
5 comprennent les cartes suivantes: 

- une carte de synchronisation 20 qui a pour fonctions : 

- de commander de maniere synchronisee le balayage, c'est-a-dire le 
mouvement des miroirs ligne M1 et trame M2 ; 

- de connattre a tout instant la position du spot laser ainsi balaye ; 
10 et 

de gerer toutes les autres cartes par Tintermediaire d'un micro- 
controleur lui-meme pouvant etre pilote ; 

- une carte detecteur 21 qui comprend un circuit analogique qui realise 
notamment une adaptation d'impedance, un convertisseur analogique 

15 numerique puis un composant logique programmable (par exemple un circuit 
FPGA) qui met en forme le signal ; 

- une carte d'acquisition numerique 22 qui permet de traiter un flot de 
donnees numeriques a frequence variable et de I'afficher sur un ecran 23 ; 

- une carte graphique 24. 

20 En variante, on peut utiliser une seule carte regroupant les 

fonctionnalites de ces differentes cartes. 

Le traitement d'image se fait de la maniere suivante. 
A la mise en place d'un guide d'image dans I'appareillage, une 
premiere operation est effectuee pour reconnaTtre le motif des fibres dans le 
25 guide d'image, et done connattre Templacement reel de chaque fibre 
destinee a etre utilis6e. 

Les operations suivantes sont egalement realisees prealablement a 
Tutilisation de Tappareillage : 

- la determination du taux d'injection propre a chaque fibre, a Taide 
30 d'un echantillon homogene, ce taux d'injection pouvant varier d'une fibre a 

une autre ; et 

- la mesure de Timage de fond, effectuee sans echantillon. 
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Ces deux operations peuvent etre realisees regulierement en fonction 
de la frequence d'utilisation de I'appareillage. Les resultats obtenus vont 
etre utilises pour corriger en fonctionnement le signal numerique en sortie 
de la carte dttecteur, 
5 En fonctionnement, selon I'invention 2 groupes de traitements sont 

effectues sur le signal numerique en sortie de la carte detecteur : 

Le premier groupe consiste dans un premier temps a corriger le signal 
numerique notamment pour tenir compte du taux propre reel d'injection de 

* 

la fibre dont est issu ledit signal et pour lui soustraire la partie du flux 

10 correspondant a I'image de fond. Cela permet de ne traiter qu'un signal 
correspondant rtellement a Pechantillon observe. On utilise pour ce groupe 
de traitement un algorithme de calcul classique qui est optimisable pour 
respecter la contrainte du temps reel. 

Le second groupe consiste ensuite, a partir du signal corrige, a 

15 reconstruire I'image numerique qui sera visualisee par le praticien. Le but du 
traitement effectue est d'offrir a la visualisation une image numerique 
reconstitute qui ne soit pas simplement une mosaique d'elements d'image 
correspondant chacun a un signal numerique corrige d'une fibre mis cote a 
cote, mais d'offrir une image numerique reconstitute qui ne fasse plus 

20 apparattre les fibres. On utilise pour cela un algorithme destine a effectuer 
un certain nombre d'operations sur chaque pixel, I'algorithme etant choisi 
pour respecter la contrainte de temps reel, c'est a dire qu'il doit representer 
un bon compromis entre la complexity des operations demandees, la qualite 
du resultat que Ton peut obtenir et le temps de calcul. A titre d'exemple r on 

25 peut utiliser un algorithme de filtrage passe-bas Gaussien. 

Le fonctionnement de I'appareillage est le suivant. La source 1 
produit un faisceau parallele circulate d'excitation a une longueur d'onde de 
488 nm, qui est ensuite remis en forme dans le systeme afocal 2 afin de lui 
donner la taille adequate pour la meilleure injection possible dans le coeur 

30 d'une fibre. Ce faisceau est ensuite envoye vers le systeme de separation 
dichroTque 3 qui reflechit la longueur d'onde d'excitation. Le faisceau 
incident est ensuite devie angulairement dans le temps dans les deux 
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directions de I'espace par le systSme de balayage optomecanique de miroirs 
4, et inject<§ grace aux moyens optiques d'injection 5 dans Tune des fibres 
du guide d'irnage 6. Les moyens electroniques 12 servent & commander 
IMnjection a un instant donne de I'une des fibres optiques du guide d'irnage 
5 en deviant angulairement le faisceau au moyen des miroirs, et ce point par 
point pour une ligne donnee, et ligne apres ligne, pour constituer I'image. En 
sortie du guide, la lumiere Smergeant de la fibre injectee est focalisee dans 
I'echantillon grace a la tete optique 7 en un point situe a une profondeur 
donnee situee sensiblement entre quelques dizaines de //rn et une centaine 

10 de //m. Grace au balayage, I'echantillon est illumine point par point. A 
chaque instant, le spot illuminant le tissu emet alors un signal de 
fluorescence qui a la particularity d'etre decale vers des plus grandes 
longueurs d'onde. Ce signal de fluorescence est captS par la tete optique 7, 
puis suit le chemin inverse du faisceau d'excitation jusqu'au filtre dichroTque 

15 3 qui va transmettre le signal de fluorescence vers la voie de detection. Les 
reflexions parasites se produisant a la longueur d'onde d'excitation vont 
ensuite etre rejetees par le filtre de rejection 8. Enfin, le signal de 
fluorescence est focalise dans le trou de filtrage 10 pour ne s6lectionner que 

« 

la lumiere provenant de la fibre excitee et les photons sont d6tectes par la 
20 photodiode a avalanche 11. Le signal detecte est ensuite numerise et 
corrige. Les signaux detectes, les uns apres les autres, sont traites en 
temps reel grace au traitement d'image decrit plus haut pour permettre la 
reconstruction d'une image en temps reel visualisee a Tecran. 

Selon Texemple de realisation choisi et represents sur les figures 3 et 
25 4, I'appareillage comporte les memes elements que Tappareillage des figures 
1 et 2 a Texception de la tete optique de focalisation 7. Les memes 
references sont utilisees pour ces memes elements sur les figures et ne 
seront done pas redecrits ici en details. 

Le guide dMmage 6 utilise pour cet appareillage peut etre compose 
30 sensiblement de 5 000 a 100 000 fibres optiques souples, selon le diametre 
exterieur du guide que Ton souhaite, qui est lui meme fonction de 
Tapplication visee (endoscopique, taille de champ recherche, etc.). II peut 
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s'agir par exemple de guides d'images commercialises par la societe 
FUJIKURA. Le diametre de cceur des fibres est de preference compris entre 
1 et 4 fjm. Cela conduit a une divergence de faisceau en sortie de la fibre 
presentant un angle d'environ 18° pour une ouverture num6rique de 0,42 
5 dans Tair. Un diametre de cceur de 1//m peut etre obtenu grace & un 
procede d'etirement de I'extremitS de I'ensemble du guide d'image. 
L'extremite du guide 6 est polie et ne comporte pas de moyens optiques. Le 
polissage a pour but de conferer le meme etat de surface a la face du guide 
et done aux fibres nues au contact du tissu pour, d'une part que le fond de 

10 IMmage obtenu soit le plus homogene possible et, d'autre part, pour 
supprimer les Sventuels problemes d'adherence des fibres avec le tissu qui 
risquerait de Tabfrner. Le polissage peut etre plan ou arrondi pour epouser la 
forme du tissu. L'ouverture numerique de chaque fibre optique est de 
preference choisie la plus grande possible pour collecter le maximum de 

1 5 photons de fluorescence, e'est a dire par exemple de 0,42. La distance 
inter-coeur confere la resolution laterale de IMmage obtenue (distance entre 
deux points de 1'image). Plus cette distance sera petite, meilleure sera la 
resolution, en revanche cela se fera au detriment de la taille du champ a 
imager. II convient done de trouver un bon compromis entre le nombre de 

20 fibres du guide et la distance inter-cceur entre les fibres pour obtenir une 
bonne resolution laterale (entre 2 et 8 jjm) avec une taille de champ 
appropriee pour observer les elements tissulaires souhaites. 

Deux exemples de guides pouvant convenir selon Tinvention sont 
donnes ci-apres : 

Exemple 1 Exemple 2 

Nombre de fibres 6 000 30 000 

Diametre de champ imag6 300 jim 650 jim 

Diametre ext6rieur du guide 330 urn 750 ^irn 



Diametre de coeur d'une fibre 



3 |im 



1 ,9 \xm 
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Distance inter-cceur 4 3,3 jim 

Profondeur maximale d'int^gration du signal 15-20 \xrr\ 10-15 jam 

depuis la surface (schematise par le plan P sur la 
figure 1) ou resolution axiaie 

Resolution laterale 4 jam 3,3 jim 

En fonctionnement, Textremite distale du guide d'image est mise au 
contact de I'echantillon 13, la face d'extremite des fibres 6tant ainsi 
directement au contact de la surface du tissu. Ce dernier est un tissu 
5 biologique ou une culture cellulaire. [/expression de la fluorescence est 
realisee soit par un fluorophore que Ton injecte (fluorescence systemique), 
soit par un fluorophore fabrique par la cellule elle meme par modification 
d'un gene (fluorescence transgenique). Dans ces deux cas, le fluorophore 
present dans le micro-volume excite selon I'invention re-emet des photons 

10 sur une bande spectrale plus ou moins grande pouvant aller d'une dizaine de 
nanometres a plus d'une centaine de nanometres. 

Le fonctionnement de I'appareillage est le meme que celui decrit 
precedemment a I'exception de ce qui suit : en sortie du guide, la lumiere 
divergente emergeant de la fibre injectee est diffusee dans I'echantillon et le 

15 signal de fluorescence est collect^ dans un micro-volume situe entre la 
surface et une profondeur maximale de 25 //m (selon le diametre de cceur 
des fibres et leur ON). Grace au balayage, Techantillon est illumine micro- 
volume par micro-volume. A chaque instant, le micro-volume excite dans le 
tissu emet alors un signal de fluorescence qui a la particularite d'etre decale 

20 vers des plus grandes longueurs d'onde. Ce signal de fluorescence est capte 
par la meme fibre optique que celle ayant servie a Texcitation, puis suit le 
chemin inverse du faisceau d'excitation jusqu'au filtre dichroYque 3 qui va 
transmettre le signal de fluorescence vers la voie de detection. Les signaux 
dStectes, les uns apr6s les autres, sont traites en temps r6e\ grace au meme 

25 traitement dMmage que celui decrit plus haut en reference aux figures 1 et 2 




WO 2004/008952 1 1 VSMB P€ 1 /* lllnm '00 2i9h 

™ - 19 - 

pour permettre la reconstruction d'une image en temps reel visualisee 3 

I'ecran. 
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Revendications 



1 . Procede pour realiser une image confocale de fluorescence in vivo in 
situ, le procede utilisant un guide d'image fait de plusieurs milliers de fibres 

5 optiques et consistant a balayer point par point un tissu dans un plan 
subsurfacique, chaque point correspondant a un signal d'excitation emis par 
une source continue, devie et injecte dans Tune des fibres optiques dudit 
faisceau puis focalis6 a la sortie de ladite fibre dans ledit plan, chaque point 
emettant en retour un signal de fluorescence collecte par ladite fibre 

10 optique, puis detect^ et numerise pour former un element d'image, 
caracterise en ce que Ton devie le signal d'excitation a une vitesse 
correspondant a I'acquisition d'un nombre d'images par seconde suffisant 
pour une utilisation en temps r6el et en ce que Ton detecte le signal de 
fluorescence a une frequence de detection correspondant a une frequence 

1 5 minimale d'echantillonnage des fibres une a une. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise par une duverture 
numerique de I'optique de focalisation comprise sensiblement entre 0,5 et 
1. 

3. Procede pour realiser une image de fluorescence haute resolution a 
20 I'aide d'un guide d'image fait de plusieurs milliers de fibres optiques, un 

signal d'excitation etant emis par une source continue, devie et injecte tour 
a tour dans I'une des fibres optiques dudit guide d'image et un signal de 
fluorescence emis en reaction etant collecte par la meme fibre optique que 
celle utilisee pour I'excitation, puis detecte et numerise pour former un 

25 element d'image, caracterise en ce que I'extrermite des fibres est destinee a 
etre placee a nue directement en contact de la surface du tissu a imager, 
chaque fibre etant adaptee a produire un faisceau divergent susceptible 
d'exciter un micro-volume du tissu situe de la surface jusqu'a une 
profondeur maximale dependante notamment du diametre de cceur des 

30 fibres optiques et en ce que Ton devie le signal d'excitation a une vitesse 
correspondant a I'acquisition d'un nombre d'images par seconde suffisant 
pour une utilisation en temps reel et en ce que Ton detecte le signal de 
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fluorescence a une frequence de detection correspondant a une frequence 
minimale d'echantillonnage des fibres une a une. 

4. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
que Ton rdgle une vitesse de deviation du faisceau d'excitation en 

5 determinant une frequence de resonance rapide d'un miroir resonnant ligne 
et une frequence de resonance lente d'un miroir galvanometrique trame. 

5. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
que Ton utilise des moyens optiques de deviation, d'injection, de 
focalisation et de detection presentant un degre d'achromaticite permettant 

10 de collecter des photons sur toute la largeur de la bande d'emission du 
fluorophore excite. 

6. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise par 
une efficacite quantique de la detection aux longueurs d'ondes de 
fluorescence a detecter d'au moins 50%. 

15 7. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise par 
une etape prealable de detection de Templacement des fibres du guide 
d'image destinees a etre utilisees. 

8. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise par 
une etape prealable de determination du taux reel d'injection propre a 

20 chaque fibre. 

9. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise par 
une etape prealable de determination du flux collecte correspondant a 
Timage de fond. 

10. Procede selon les revendications 8 et 9, caracterise par une etape de 
25 correction du signal numerise en provenance d'une fibre par soustraction du 

flux correspondant a Timage de fond et adaptation au taux reel d'injection 
propre de ladite fibre. 

1 1 . Procede selon la revendication 1 0, caracterise par une etape de 
reconstruction de Timage a partir du signal corrige. 

30 12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que T6tape de 
reconstruction d'image comprend un filtrage passe- bas Gaussien. 
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13. Appareillage dMmagerie de fluorescence confocale fibr6e in vivo in 
situ pour la mise en oeuvre du proc6de selon Tune des revendications 1 , 2, 
4-12, 

comprenant : 
5 - le guide d'image (6) ; 

- la source (1) emettant en continu a la longueur d'onde d'excitation d'au 

moins un fluorophore cible, 

- des moyens de balayage rapide (4) et d'injection (5) fibre a fibre dans le 
temps du faisceau d'excitation produit par la source (1) en lignes et en 

10 colonnes dans un plan XY correspondant a la section d'entree du guide 
d'image (6); 

- des moyens (3) de separation de la longueur d'onde d'excitation et des 
longueurs d'onde de fluorescence ; 

- des moyens de detection (11) du signal de fluorescence ; et 

15 - des moyens (12) de traitement du signal detecte permettant la realisation 
d'une image ; 

a I'extremite distale etant menagee une tete optique (7), destinee a etre 
mise en contact avec le tissu observe (13), permettant de focaliser le 
faisceau d'excitation, 
20 caracterise en ce que : 

- les moyens de balayage sont adaptes h deplacer le faisceau 
d'excitation a une vitesse correspondant a Tobtention d'une image en temps 
r6el ; et 



25 frequence est fixee en fonction de la frequence minimale d'Schantillonnage 
des fibres une a une. 

14. Appareillage dMmagerie de fluorescence fibree in vivo in situ haute 
resolution pour la mise en oeuvre du proced6 selon Tune des revendications 
3-1 2, comprenant : 
30 - le guide d'image (6) ; 

- la source (1) emettant en continu a la longueur d'onde d'excitation d'au 

moins un fluorophore cible, 



- les moyens de detection presentent une bande passante dont la 
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- des moyens de balayage (4) et d'injection (5) fibre apres fibre du faisceau 
d'excitation produit par la source (1) dans un plan XY correspondant a la 
section d'entr6e du guide dMmage (6); 

- des moyens (3) de separation de la longueur d'onde d'excitation et des 
5 longueurs d'onde de fluorescence ; 

- des moyens de detection (11) du signal de fluorescence ; et 

- des moyens (12) de traitement du signal detecte permettant la realisation 
d'une image ; 

caracterise en ce que I'extremite de chaque fibre est adaptee a produire un 
1 0 faisceau qui est divergent et est destinee a etre placee a nue directement au 
contact de la surface du tissu a observer ; 

et en ce que les moyens de balayage sont adaptes a deplacer le faisceau 
d'excitation k une vitesse correspondant k I'obtention d'une image en temps 
reel et les moyens de detection presentent une bande passante dont la 
1 5 frequence est fixee en fonction de la frequence minimale d'echantillonnage 
des fibres une a une. 

15. Appareillage selon la revendication 13 ou 14, caracterise en ce que le 
faisceau d'excitation produit par la source (1) est monomode longitudinal 
presentant une quality de front d'onde optimale pour I'injection dans une 

20 fibre optique faiblement multimode. 

16. Appareillage selon Tune des revendications 13 a 15, caracterise en ce 
que la section d'une fibre etant circulaire, le faisceau d'excitation produit 
par la source est circulaire de maniere a optimiser Tinjection dans une fibre. 

17. Appareillage selon Tune des revendications 13 a 16, caracterise par 
25 des moyens (2) de mise en forme du faisceau utilises en sortie de la source 

(1) pour mettre en forme le faisceau d'excitation afin de I'adapter aux 
moyens dMnjection (5) dans le guide d'image (6). 

18. Appareillage selon Tune des revendications 13 a 17, caracterise en ce 
que les moyens pour separer les longueurs d'onde d'excitation et de 

30 fluorescence comprennent un filtre dichro'fque (3) ayant un maximum 
d'efficacite a la longueur d'onde d'excitation. 
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19. Appareillage selon Tune des revendications 13 a 18, caracterise par 
des moyens de rejection (8) place en amont des moyens de detection (11) 
et adapt6s a eliminer la longueur d'onde d'excitation. 

20. Appareillage selon Tune des revendications 13 8 19, caracterise en ce 
5 que les moyens de balayage (4) comprennent un miroir ligne resonnant 

(M1), un miroir galvanometrique trame (M2), un premier systerne optique 
afocal de grandissement unitaire (AF1) permettant de conjuguer les deux 
miroirs et un second systerne afocal (AF2) de grandissement unitaire 
permettant de conjuguer les plans de rotation des deux miroirs avec le plan 
10 d'injection dans Tune des fibres. 

21. Appareillage selon Tune des revendications 13 a 20, caracterise en ce 
que les moyens optiques de la tete optique (7), les moyens de balayage (4), 
les moyens d'injection 5) et les moyens de detection presentent un degre 
d'achromatisation permettant de collecter des photons sur toute la largeur 

15 de la bande spectrale du signal de fluorescence. 

22. Appareillage selon Tune des revendications 13 a 22, caracterise en ce 
que les moyens d'injection (5) comprennent deux ensembles optiques 
(E1,E2), le premier ensemble (E1) etant adapte a corriger les aberrations 
optiques en bordure de champ des moyens de balayage (4) et le second 

20 ensemble (E2) etant adapte a realiser Tinjection proprement dite dans Tune 
des fibres du guide d'image (6). 

23. Appareillage selon la revendication 22, caracterise en ce que le 
premier ensemble optique (E1) comprend un doublet et le second ensemble 
optique (E2) comprend deux doublets suivi d'une lentille. 

25 24. Appareillage selon Tune des revendications 13 a 23, caracterise par 
un trou de filtrage (10) place avant les moyens de detection (11) dont le 
diametre est choisi pour que Timage d f une fibre s'y inscrive. 
25. Appareillage selon la revendication 24, caracterise par des moyens de 
focalisation (9) du signal de fluorescence sur le trou de filtrage (10). 
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